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研究要旨 

 家族性高コレステロール血症(FH)ヘテロ接合体は、高LDL-C血症、

黄色腫、若年性動脈硬化症による冠動脈疾患が特徴的である。我々

は、研究 1 年目には FH ヘテロ接合体のリスクを評価するために、

LDL-C 値、アキレス腱厚さの因子のリスクへの寄与を検討した。研

究2年目には、FHホモ接合体特定疾患認定患者の実態調査を行い、

研究 3 年目には FH ホモ接合体の LDL アフェレシス治療中に除去さ

れるタンパク質についての研究を行った。3年間の研究により、FH

ヘテロ接合体の新しいリスク評価法ができたこと、FH ホモ接合体

の全国調査ができ、その病態を明らかにすることができたこと、LDL

アフェレシス治療の効果と副作用について分子レベルで検討するこ

とができ、大きな成果をあげることができた。 

 

A. 研究目的 

 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症

(Familial hypercholesterolemia; FH)

は、LDL 受容体経路に関わる遺伝子によ

る遺伝病であり、常染色体性優性遺伝形

式をとる。高 LDL 血症、皮膚および腱黄

色腫、若年性動脈硬化症による冠動脈疾

患(CAD)を主徴とする。我々は、FH ヘテ

ロ接合体およびホモ接合体の病態を明ら

かにするために、研究 1年目には FH ヘテ

ロ接合体における冠動脈疾患発症のリス

クを、未治療時の LDL-C 値、アキレス腱

厚さを 3分位にてロジスティック解析を

行い、オッズ比を求めることにより、高

LDL-C 値、アキレス腱厚さのリスクを計

算した。研究２年目には、FH ホモ接合体

の実態を調査するため、特定疾患に認定

されている 130 例についての解析を行っ

た。研究 3 年目には、LDL 吸着カラムに

より吸着・除去される物質についてプロ

テオームの技術を用いて網羅的に解析し、

興味ある知見を得た。 

 

B. 研究方法 

1.FH ヘテロ接合体のリスク評価 

 国立循環器病研究センター糖尿病・代

謝内科外来にてフォローされ、臨床的に

FHヘテロ接合体と診断された症例329例

（男性 139 例、女性 190 例）を対象とし

た。初診時に CAD スクリーニングをとし

てトレッドミルを行い、陽性例に対して

は CAG を行い、冠動脈に 75％以上の狭窄
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を有する例および CAD 既往を有する例は

除外した。さらに、未治療時のTC値、HDL-C

値、TG 値、ATT 値のいずれかのデータが

存在市内例およびTG値が300 mg/dL以上

の例は除外し、最終的に 109 例の解析を

行った。初診時より、食事療法や薬物療

法は、当センターの FH 診療プロトコール

に従って行った。 

 LDL-C 値について、3 分位に分け、

(1)LDL-C＜206、(2)206≦LDL-C＜260、(3) 

260mg/dL≦LDL-C とした。ATT 値について

も 3 分位に分け、(1)ATT＜9.0、(2)9.0

≦ATT＜14.5、(3)14.5≦ATT とした。 

 初診時から CAD 発症時あるいは 2010

年 12 月までの間に、冠動脈疾患を引き起

こした例は21例であり、その群をCAD(+)、

引き起こさなかった群を CAD(-)とし、ロ

ジスティック解析によりオッズ比を求め

た。連続変数については ANOVA を用いて

解析し、カテゴリーデータについてはχ2

検定を行った。解析は、SPSS バージョン

17.0 を用いた。 

 

2. FH ホモ接合体特定疾患認定患者の実

態調査 

 対象患者：家族性高コレステロール血

症ホモ接合体で、特定疾患に認定されて

いる患者約 120 名 

 方法：特定疾患認定の際に厚生労働省

に提出された臨床調査個人票のデータを、

連結不可能匿名化した状態で受け取り、

以下の項目について解析してFHホモ接合

体の病態と治療の実態を把握する。 

 観察項目：性別、満年齢、初診年月日、

生活状況（社会活動）、家族歴、最近 6

ヶ月の受診状況（入院、通院）、黄色腫（皮

膚黄色腫の有無、発症年齢、腱黄色腫の

有無、発症年齢、アキレス腱厚さ）、弁疾

患（有無、弁の種類、手術の有無）、冠動

脈疾患（有無、罹患枝数、PCI・CABG の

有無）、大動脈瘤（有無、部位、手術の有

無）、閉塞性動脈硬化症（有無、Fontaine

分類）、頸動脈硬化症（有無、平均 IMT）、

未治療時脂質データ（総コレステロール、

LDLコレステロール、HDLコレステロール、

トリグリセリド、LDL 受容体活性）、薬物

治療時脂質データ（総コレステロール、

LDLコレステロール、HDLコレステロール、

トリグリセリド、LDL 受容体活性）、LDL

アフェレ－シス治療前後の脂質データ（総

コレステロール、LDL コレステロール、

HDL コレステロール、トリグリセリド、

LDL 受容体活性）、遺伝子検査（LDL 受容

体、ARH、PCSK9、その他）、鑑別診断、服

用薬剤の種類と用量、治療効果の有無 

 

3.LDL 吸着法により除去されるタンパク

の網羅的解析 

 国立循環器病研究センター透析室にて

定期的に LDL アフェレシス治療を行って

いる FH ホモ接合体 1 例、FH ヘテロ接合

体 3 例。患者背景は、表 1 に示す。LDL

アフェレシスは、MA-03(Kaneka, Osaka)

を用い、血漿分離後、LDL 吸着カラム

(Kaneka, Osaka)を用いた 

臨床検査データ 

血液は LDL アフェレシス治療の前後に脱

血ラインから採取し、脂質、リポ蛋白分

画等を測定した。Vitronectin は ELISA

にて測定した。 

プロテオーム解析 

サンプリングとサンプルの前処置 

LDL アフェレシスの排液を 3 種類採取し

た。すなわち、LDL吸着カラムを0.86M NaCl
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にて溶出した液を Sample 1、Sample 1

を超遠心にてリポ蛋白分画を除去したも

のを Sample 2、LDL 吸着カラムを 2M NaCl

にて溶出した液を Sample 3 とした。 

 Sample 1-3 を 0.3 mM EDTA, 0.15M NaCl

液に対して透析した。Albumin and IgG 

removal kit(GE Healthcare, UK)を用い

てアルブミンとイムノグロブリンを除去

した。 

等電点電気泳動 

 前処置されたサンプルを 1 mg/450 μL

に調整して、Immobiline Dry Strip (pH 

3-10, 24 cm)を用いて 20℃、12 時間の

passive hydration を行った後、500 V

を 1 時間、1000 V を 1 時間、8000 V を

8.2 時間、500 V を 1 時間かけて等電点電

気泳動を行った。 

SDS-PAGE 

 等電点電気泳動の後、Strip を 6 M urea、

30% glycerol、2% SDS、50 mM Tris-HCl (pH 

8.8)、0.1% (w/v) DTT 中で 15 分間平衡

させ、さらに DTT を 0.25%(W/V) iodoa-

cetamide に変更した上記液に 15 分間平

衡させた。12.5% SDS-PAGE を 4-6 W、18

時間行った。 

染色と脱色 

 気泳動後、ゲルを 40% methanol、10% 

acetate 溶液に 30 分間浸して固定させ、

さらに0.2％ Coomassie Brilliant Blue

を加えた上記溶液に30分間浸して染色を

行った。ゲルは 20％ methanol、5% ac-

etate 溶液に浸して脱色して、タンパク

質のスポットを得た。 

トリプシンによるゲル内消化 

 それぞれのスポットをゲルから切り出

し、50% acetonitrile、25 mM ammonium 

hydrogen carbonate に浸した。ゲルの切

片を乾燥させた後、100 g/mL のトリプシ

ン、7% ACN、1% octyl-beta-glucoside

含有 100 mM ammonium bicarbonate 15 μ

Lを加え、氷上で45分間静置した後、37℃

で一晩震盪させた。ゲルに50% ACN、1% TFA

の抽出液を加え、30分静置した。遠心後、

抽出液を SpeenVac を用いて 5-10 μL に

濃縮した。 

C-tip による脱塩と濃縮 

 濃縮された抽出液をC-tipにのせ、0.1% 

TFA、10% ACN にて洗浄した後、0.1% TFA、

60% ACN により溶出させた。 

Mass spectrometry (MS)による解析 

 C-tip より溶出された溶液をサンプル

プレ 

ートにスポットし、マトリックス(0.175% 

alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 

50% ACN, 0.1% TFA)と混ぜて風乾した。

それぞれのスポットを MS、tandem mass 

spectrometric (MS/MS)により解析した。 

リポタンパク分画とbottom分画との分離 

 ApoCⅢの除去メカニズムを解析するた

め、リポタンパクと bottom 分画とを超遠

心法にて分離した (d < 1.006: very 

low-density lipoprotein (VLDL), 1.006 

< d < 1.019: intermediate-density 

lipoprotein (IDL), 1.019 < d < 1.063: 

LDL, 1.063 < d < 

1.210: high-density lipoprotein (HDL), 

1.210 < d: bottom)。 

 

C. 研究結果 

1.FH ヘテロ接合体のリスク評価 

CAD を有する群(CAD+)と有さない群

(CAD-)の特徴を表 1に示す。CAD(+)群は

CAD(-)群に比べて高齢で、ATT値が高値、

角膜輪を有する例が多く、未治療時の TC
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値、LDL-C 値が高値、喫煙の習慣のある

例が多く、高血圧の頻度が高値であった。 

LDL-C 値により 3 分位に分け、それぞ

れの群の特徴を表 2に示す。総コレステ

ロール値、CAD の頻度のみに、有意差を

生じた。 

 さらに、それぞれの群の CAD リスクの

オッズ比を表 3に示す。年齢、性別、高

血圧、糖尿病、喫煙、CAD の家族歴、低

HDL-C 値(HDL-C＜40 mg/dL)を交絡因子と

して調整したところ、LDL-C 値が 260 

mg/dL 以上の群で、オッズ比が 8.29 とな

った。 

 次に、ATT 値により 3 分位を行った。

それぞれの群の特徴を表 4に示す。LDL-C

値、喫煙、CAD 罹患頻度と ATT 値は関連

を認めた。年齢、性別、高血圧、糖尿病、 

喫煙、CAD の家族歴、低 HDL-C 値(HDL-C

＜40 mg/dL)を交絡因子として調整したと

ころ ATT が 14.5 mm 以上の群はオッズ比

が 7.82 であった。 

LDL-C 値が 260 未満、ATT 値が 14.5 未

満の群に比し、LDL-C 値が 260 以上ある

いは ATT 値が 14.5 以上の群は、24 倍も

の CAD リスクを有することが示された。

また、LDL-C値が260以上かつATTが14.5

以上である群においても、CAD リスクは

対照群の20倍以上であることが示された。 

 

2. FH ホモ接合体特定疾患認定患者の実

態調査 

患者背景：総数 130 人 （男性 65 人、

女性 65 人）、年齢 51 ±15 歳 

 

患者の臨床特性： 

皮膚黄色腫：あり 82 人、なし 44 人 

最初に自覚または指摘された年齢 

       16.3 ±13.5 歳 

腱黄色腫：あり 96 人、なし 27 人 

最初に自覚または指摘された年齢  

       19.0 ±13.3 歳 

初診時アキレス腱厚：21.9 ±9.1 mm 

 

動脈硬化症関連疾患： 

弁疾患：あり 40 人、なし 79 人 

冠動脈疾患：あり 79 人、なし 42 人 

冠動脈疾患罹患枝数：2.5 ±0.7 枝 

      PCI：47 人、CABG：30 人 

大動脈瘤：あり 11 人、なし 108 人 

   腹部、胸部、総腸骨など 

頸動脈硬化： 

   あり 65 人、 なし 50 人 

 

未治療時データ： 

総コレステロール 504 ±140 mg/dL 

LDL コレステロール 450 ±262 mg/dL 

HDL コレステロール 47 ±17 mg/dL 

トリグリセリド  165 ±96 mg/dL 

 

薬物治療時データ： 

総コレステロール 321 ±103 mg/dL 

LDL コレステロール 222 ±100 mg/dL 

HDL コレステロール 52 ±45 mg/dL 

トリグリセリド  139 ±81 mg/dL 

 

LDL アフェレシス治療時データ： 

総コレステロール  

治療前 291 ±121 mg/dL 

      治療後  94 ±34 mg/dL 

LDL コレステロール 

治療前 212 ±108 mg/dL 

       治療後  52 ±30 mg/dL 

HDL コレステロール  

治療前 43 ±16 mg/dL 
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      治療後 34 ±13 mg/dL 

トリグリセリド   

治療前 137 ±110 mg/dL 

      治療後 47 ±50 mg/dL 

 

服用薬剤の種類、服用人数、平均容量： 

スタチン 115 人          

薬剤名   服用人数 平均用量 

ロスバスタチン  54 人 13.8±5.7 mg 

アトルバスタチン  43 27.6±11.3 

ピタバスタチン    8   4.0±0 

プラバスタチン   6   23.3±18.6 

シンバスタチン    2   15.0 

フルバスタチン     2   40.0 

 

その他の脂質低下薬 

   エゼチミブ   70 人 

   プロブコール   37 人 

   レジン     27 人 

   フェノフィブラート   2 人 

  ベザフィブラート    1 人 

   イコサペント酸エチル 12 人 

 

抗凝固剤・抗血小板剤など 

  アスピリン   45 人 

  チクロピジン 11 人 

  ワルファリン  9 人 

  クロピドグリル 8 人 

  シロスタゾール 8 人 

    サルポグレラート 3 人 

  ジラゼプ     1 人 

 

3.LDL 吸着法により除去されるタンパク

の網羅的解析 

 血清総コレステロールは 71.4％、TG

は 81.8%、LDL-C は 81.9％の低下を認め

た。一方、HDL-C は変化を認めなかった。 

 FHホモ接合体患者の排液のSample 1-3

を二次元電気泳動した写真を図1A-Cに示

し、FH ヘテロ接合体患者の排液の Sample 

1-3の二次元電気泳動写真を図1D-Fに示

す。排液そのものである Sample 1 より得

た 1A では 110 個、1D では 127 個のスポ

ット、Sample 1 より超遠心分画でリポタ

ンパクを除去した Sample 2 より得た 1B

では 120 個、1E では 145 個のスポット、

使用済みのカラムにより 2M NaCl により

溶出された Sample 3 より得た 1C では 30

個、1Fでは25個のスポットが得られた。

Sample 1 のスポットより 48 個、Sample 2

より 34 個、Sample 3 より 10 個のタンパ

ク質が同定された。重複を除くと全部で

48 個のタンパク質が同定された。 

LDL 吸着カラムより溶出されたタンパ

ク質は、フィブリノーゲン、アンチスロ

ンビンⅢ、ハプトグロビンなどの凝固因

子、β2 グリコプロテイン、フィブロネ

クチン、キニノーゲンなどの血栓促進因

子、ApoCⅢ、α1acid glycoprotein など

の炎症性関連因子、vitronectin などの

adhesion molecule など、多くの種類の

ものが同定された。 

D. 考察 

 FHヘテロ接合体は生下時より暴露され

る高 LDL-C 血症により、若年齢で動脈硬

化が進行し、CAD を高頻度に有する。FH

においては、CAD リスクが高く、コレス

テロール低下療法を行う必要がある。し

かしながら、FH の中でも 20 歳台に CAD

を引き起こす重症例から、70歳台でもCAD

を有しない例まであり、病態は均一では

ない。FH の診療において、CAD リスクを

正確に把握し、超ハイリスクの症例を選

択して、より若年齢より、より積極的に
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脂質低下治療を行う必要がある。FH のリ

スク因子としては、加齢、高 BMI 値、高

LDL-C、低 HDL-C 値、高 TG 値、高血圧、

糖尿病、CAD の家族歴、喫煙の習慣、高

ATT 値などの報告がある。本研究の結果

でも、これらのリスク因子が CAD 発症の

リスクに関わっていることが示された。 

高 LDL-C 血症は、CAD のリスクであるこ

とは古くから知られているが、FH の中で

も、極端に高 LDL-C 値を示す群では、極

端に高い CAD リスクを有することが明ら

かとなり、FH の中でも超高リスク群を選

び出すcriteriaを示すことができたこと

は、非常に有意義である。 

アキレス腱肥厚は、FH に特徴的な臨床

所見であり、高 LDL-C 値と年数との掛け

算に比例すると言われている。アキレス

腱の厚さ(ATT)は、組織へのコレステロー

ルの沈着量を非侵襲的に測定できる指標

であり、動脈硬化の進行とも相関すると

言われている。今回、我々は、日本人の

FH における LDL-C 値、ATT 値と CAD 罹患

頻度との関係を明らかにすることができ、

簡単で確実なハイリスク群の抽出に、

LDL-C 値と ATT 値が有用であるというこ

とを示すことが出来た。 

 2 年目の研究では、特定疾患に認定さ

れているFHホモ接合体130例のデータに

ついて、解析を行った。65％に皮膚黄色

腫、78％に腱黄色腫を認め、初診時アキ

レス腱肥厚は平均 21.9mm であり、FH ヘ

テロ接合体において認められる黄色腫よ

りも頻度、程度ともに高いことが示され

た。34%に弁疾患、65.3%に冠動脈疾患の

合併を認め、9.2％に大動脈瘤を合併する

ことから、動脈硬化性疾患の合併率も、

極めて高いことが改めて示された。未治

療時の LDL-C 値の平均が 450mg/dL、薬物

治療時は 222 mg/dL であり、薬物のみに

ては、十分な効果が得られていないこと

も明らかになった。LDL アフェレシス治

療中の患者においては、治療前 LDL-C 値

は 212 ±108mg/dL、治療後は 52 ±30 

mg/dL であり、LDL-C 値は積分平均すれば

まだかなり高値であり、動脈硬化予防の

観点から見れば、治療が十分ではない可

能性が示唆された。現在は、LDL アフェ

レシスは 1週間に１回まで保険でカバー

できるが、1 週間に複数回施行すること

はできない。この点をさらに検討する必

要があると考えられる。服用薬物は、ス

トロングスタチンの高用量が用いられて

おり、さらにエゼチミブやプロブコール

などが使用されている現状が明らかにな

った。また、抗凝固剤、抗血小板剤など

も併用されており、イベントの抑制効果

に寄与していると考えられる。 

 LDL吸着カラムは、フィブリノーゲン、

アンチスロンビンⅢ、凝固因子、CRP、α

1-アンチトリプシンなどの多くのタンパ

ク質と、Lp(a)、MDA-LDL、sd-LDL、ox-LDL

などのリポタンパクが除去されることは、

既に報告されている。一方、二重膜濾過

法(DFPP)では、フィブリノーゲン、Lp(a)、

C3、C4、β2 マクログロブリン、イムノ

グロブリンなどが除去されることが報告

されている。ApoB 含有リポタンパクの除

去機構は、DFPP では分子量によるもので

あるが、LDL 吸着法では陰性の荷電への

静電的結合である。従って、DFPP におい

ては、タンパク質は VLDL や LDL に結合し

て除去されると考えられる。一方、LDL

吸着法では次の 3つのメカニズムによる

と考えられる。1.VLDL や LDL に結合して
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除去されるシステム、2.タンパク質の分

子内の陽性荷電が陰性荷電のリガンドに

結合する、3.非特異的結合、である。 

 フィブリノーゲンやアンチスロンビン

Ⅲ、フィブロネクチン、α1-β-グリコプ

ロテインなどのヘパリン結合ドメインを

持つタンパク質は、陽性荷電を持つため

に、静電結合にて除去されると考えられ

る。一方、アポタンパク類は、リポタン

パクに結合して除去されると考えられる。 

 本研究の結果、以前には除去されると

報告されていない ApoCⅢや vitronectin

などのタンパク質も同定された。これら

は、動脈硬化症の発症や進展に重要な役

割 を 果 た す と 考 え ら れ て い る 。

vitronectin はヘパリン結合タンパクで

あり、分子内の陽性荷電により静電結合

にて除去されると考えられる。一方、ApoC

ⅢはVLDLなどのリポタンパクに結合して

おり、リポタンパクと共に除去されると

考えられる。 

 

E. 結論 

 FH ヘテロ接合体の中でも、CAD リスク

が極端に高い群の抽出に成功した。本邦

におけるFHホモ接合体の実態を初めて調

査することができた。 

F. 健康危険情報 

 本研究では現在のところ健康に危険を

及ぼす可能性はない。 
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